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論文内容要旨
 細胞を用いた分析法は,細胞機能評価や薬剤スクリーニング,環境モニタリングに広く利用されてお
 り,動物実験の代替法とし有効なツールとなっている.近年の微細加工技術の進歩にともない,細胞や
 センサをチップ上に集積化したデバイスの開発が盛んに検討されている.細胞チップによる分析手法は,
 少量の試料で多項目を評価可能であり,迅速かつ簡便なシステムの構築を可能とする.一方,細胞培養
 技術の進歩にともない,カ1薩駐ηにおいて生体内環境を再現可能となりつつある.中でも,細胞の立体
 的構造を保持した三次元培養技術は,生体内の細胞機能を再現可能な培養手法として注目を集めている.
 五1臨1ηにおいて生体内環境を完全に再現できれば,新たな生物学的知見が得られるばかりでなく,ス
 クリーニングにおける臨床予見性の飛躍的な向上が期待できる.本研究では,生体内環境を再現可能な
 デバイスの構築を目的として,三次元細胞培養技術をセンサ技術に応用した新規なデバイスの開発を検
 討した.評価法には非侵襲測定を可能とする電気化学測定法を用い,経時的な細胞機能の評価を行うこ
 とで,細胞機能モニタリングシステムの構築に向けた検討を行った.以下に,各章の概要を示す.
 第1章序論
 本研究の背景の中で特に重要な,細胞を用いたバイオアッセイに関して,細胞の集積化技術と機能評
 価システムを中心に最近の研究動向を記し,本研究の目的と意義について述べた.また,本研究で一貫
 して用いた走査型電気化学顕微鏡(SECM)に関して,特性・原理も含めて研究動向を記載した.
 第2章実験
 本研究の全般で使用した,電極,微細加工基板の作製方法,およびその評価方法について詳しく記載
 した.また,対象とした細胞の培養方法やベクターの調製方法に関して詳しく記し,測定装置について
 も記載した.
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 第3章
 摘出腫瘍による制癌剤感受性を評価可能なデバイスの構
 築を目的として,細胞チップと電気化学測定法を組み合わ
 せた新規な制癌剤感受性試験の開発を検討した.細胞環境
 の観点から,細胞外マトリクスであるコラーゲンを支持体
 として,チップ上の微小領域に細胞を配列した細胞チップ
 を作製した.その結果,20聡1。程度の微小空聞内で細胞を三
 次元的に培養および配列可能であり,その細胞機能は加
 卿。類似の挙動を示した.三次元培養を利用することで,
 初代培養の成功率の向上が期待でき,さらに臨床を反映し
 た評価の可能性が示唆された.評価システムには走査型電
 気化学顕微鏡(SIECM)を用い,細胞の酸素消費量を指標
 として感受性評価を行った(Eig.1).
 コラーゲン包埋細胞チップの開発と電気化学計測に基づく制癌剤感受性試験
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Figurel
PrincipleoftheSECM-basedviabi[ityassay
using3-Dce"chip.
 非侵襲計測に基づくSECM測定を用いることで,細胞の増殖挙
 動をモニタリング可能となり,従来法に較べて短時聞での感受性評価が可能であった.
 スループットの向上を目指し,糸111胞チップ上にPDMS(po!y(磁me出yi甜ox&ne))の流路を組み込んだ
 デバイスを作製した.SECMにより感受性評価を行った結果,チップ上で複数薬剤の効果を同時に評価
 可能であった(Eig.2).このように,細胞チップとSEC瓢を組み合わせた新規なアッセイ法の開発に
 成功した.本システムは,細胞をチップ化することで少量の試料で多項目を評価できる特徴を有してい
 る.さらに細胞の支持体にコラーゲンを用いており,摘出腫瘍を対'象とした評価システムに適している.
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 (a)Schematicillus童rationo{thetopviewo鞭hedevicewithfourchannels.(b)Photographof竜hedevicewithanarrayof
 microstructuresembeddedwithincells.(c)Timecoursesoデtherela土iverespiratorvactivitvofMCF-7cells.
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 第4章スフェロイド培養チップの開発と電気化学的細胞活
性評価
 球状の組織体スフェロイドを用いた三次元培養法(Fig.3)
 は,生体内類似の細胞機能を再現可能である培養法として注
 目されている.しかしながら,スフェロイドの形成には細胞
 一基根問の接着阻害を必要とすること,プローブ試薬の透過
 性が低いこと等の理由から,評価システムの構築やデバイス
 等への応用が困難となっている.そこで,チップ上で簡便に
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Figure3
ViabiIityassayofaspheroidusingSECM.
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 スフェロイドの培養・評価が可能なデバイスの開発を目的として,スフェロイドチップの開発と,電気
 化学的な細胞活性評価を検討した。まず,SEC瓢を用いてスフェロイドの酸素消費量を定量的に評価し
 た(Fig.3).その結果,スフェロイド内の細胞活性に起因する酸素消費量を測定可能であった.さらに,
 制癌剤の感受性評価を行った結果,経時的な細胞活性の変化を良好に評価可能であった.SECMを用い
 ることで,従来では困難であったスフェロイドそのものを対象とした活性評価が可能となった.
 次に,シリコン基板とPDMS流路を用い,簡便にスフェ
 ロイドを培養可能なスフェロイドチップの作製を検討した.
 シリコン基板の微細溝上にPDMSのウェルを配慨し,その
 間に流路を作製する(F呈g.4a).Pi)MS流路を介して細胞を
 導入することで,微細溝とPDMSウェルからなる微小空聞
 内(体積≒350nL)にスフェロイドを形成でき,捕捉可能
 であった(Fig.紬).これにより,細胞を添加するだけで,
 チップ上にスフェロイドを形成・培養可能となる.また,流
 路を介して培養液を交換可能であるため,長期間のスフェロ
 イド培養が可能となる.蛍光測定による細胞活性評価の結果
 (Fig.4c),2・週間の培養後も良好に細胞活性を保持可能で
 あった.スフェロイドチップとSECM測定を組み合わせる
 ことで,長期間のスフェロイド機能のモニタリングが可能と
 なる.このように,チップ上でスフェロイドの培養・評価が
 可能なデバイ.スの開発に成功した.本デバイスは,少・量の試
 料で簡便にスフェロイドをアレイ化でき,ハイスループット
 なスクリーニングシステムヘの応用が期待できる.
Figure4
 (a)0ρ琶icalmicrographofaspheroidchlp.(b)
Opticaland(c)fluorescencemiαographsofa
spheroidformedonthechip.
 第5章細胞外マトリクスに起因する細胞機能発現の電気化学的評価
 細胞外マトリクス(ECM)に起因する細胞機能発現を評価可能なデバイスの構築を目的として,微小
 領域にECM包埋細胞を配列した細胞チップを作製し,電気化学的な細胞機能評価を検討した.微細溝
 を有するシリコン基板とPDMSスタンプを用いることで,20nしの規定された微小領域内に,再現性
 良くECM包埋細胞を配列可能となり,三次元構造を保持可能であった.評価法にはSECMを用い,
 ECM内の細胞活動の定量的な評価を検討した.SECMによ
 り微細溝近傍の酸素濃度を評価した結果,その濃度プロファ
 イルは半球状であることがわかり(Fig.5),細胞の酸素消費
 速度を定量的に評価可能であった.これにより,極少最のサ
 ンプルによりECM包埋培養を実現でき,細胞機能を定量的
 に評価可能となる.
 SECMの特徴を活かし,細胞一マトリクス間の相互作用に
 起因する細胞機能発現の評価システムヘの応用を検討した.
 非侵襲測定の特徴を活かし,細胞の極性機能に起因する細胞
 増殖挙動をモニターした結果,細胞の極性発現を良好にモニ
 ター可能であった.さらに,定量評価が可能な特徴を活かし,
 細胞の極性化にともなう代謝機能の変化を評価した.その結
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}
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 果,極性化にともない代謝活動が低下していることが示唆され,極性機能を有していない細胞では,代
 謝活動が活性化されていた.このように,定量的な評価と経時的なモニタリングの双方から検討を行う
 ことで,細胞機能発現を詳細に評価可能となる.ECM包埋培養系においてほ,細胞機能をモニター可
 能な評価システムはほとんど報告されておらず,細胞チップとSECMを組み合わせた測定システムは,
 ECM包埋培養系において有効なツールとなる.
 第6章細胞内シグナル伝達の電気化学的評価と計測デバイスの開発
 細胞内シグナル伝達を迅速かつ簡便に評価可能なデバイスの開発を目的として,細胞アレイを用いた
 遺伝子レポーターシステムの電気化学的評価を検討した.遺
 伝子発現にともない細胞が分泌する分泌型アルカリフォス
 ファターゼ(SEAP,secrete4alkalipep駐osp鼓&tase)を電気
 化学的に検出することで,細胞内のシグナル伝達の評価を行
 った(Eig.6),SECM測定に基づき評価を行った結果,発光
 測定と同様な結果が得られ,細胞内シグナル伝達に起因する
 SEAP発現を良好に評価可能であった.SECMを用いた評価
 法は細胞内シグナル伝達を加θf加で評価可能となる.さら
 に細胞近傍のSEAPプロファイルをモニターできる特徴か
 ら,チップ上で多種類の評価を可能とし,従来では困難であ
 った細胞アレイによる評価を可能とする.また,SEAP発現
 と同時に呼吸活性を評価可能であり,細胞内シグナル伝達と
 同時に細胞の生存・増殖に起因する細胞機能を評価できる.
 SEAP発現の簡便な計測デバイスの開発を目的として,細
 胞チップ上に測定電極を集積化したデバイスによる評価を
 検討した(F量g.7).細胞チップの微細溝周囲に配列した測定
 電極を用いてSEAP発現の評価を行った結果,細胞内シグナ
 ル伝達に起因するSEAP発現を良好に評価可能であった.デ
 バイス上に複数種類の細胞を配列して評価を行った結果,異
 なるSEAP発現機能を同時に評価可能であった.また,培養
 と評価を繰り返し行うことも可能であり,デバイスを用いた
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Figure6
PrincipleoftheSECM-basedSEAPassay.
、
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 経時的評価が可能であった.本デバイスは,ポテンシオスタットに接続するだけでSEAP発現を評価可
 能であるため,流路等を組み込むことで培養しながら評価可能なモ三夕リングシステムヘの応用が期待
 できる.このように,細胞チップを用いたS翻AP発現の電気化学計測法は,多種類・多項目を評価可能
 であり,さらに集積化・小型化を可能とするために汎用性に優れている.
 第7章総括:本論文を総括した.本研究では,シリコン基板とPI)MS流路からなる細胞集積化デ
 バイスの開発を行った.切手サイズのチップ一枚でECM包埋培養とスフェロイド培養をともに実現可
 能となり,同時に電気化学計測に基づき細胞活性や増殖挙動,更に分化機能や遺伝子発現といった多様
 な細胞機能をモニタリング可能となった.本システムは多様なニーズに対応可能なデバイスと成り得る.
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 論文審査結果の要旨
 第1章は序論であり,ここでは本論文の目的と意義について述べた.まず研究の背景を
 記述するとともに,本研究の中心テーマとなっている細胞を用いたバイオアッセイ法に関
 して,細胞の集積化技術と機能評価システムを中心に最近の研究動向を含めて記載した.
 さらに,本研究で一貫して用いた走査型電気化学顕微鏡の特性・原理について最近の報告
 例を含めて詳しく説明した.
 第2章は実験項であり,本研究で使用した電極,微細加工基板の作製方法およびその評
 価方法について詳しく記載した.また,対象とした細胞の培養方法,測定装置などについ
 ても詳しく説明した.
 第3章では,摘出腫瘍による制癌剤感受性を評価可能なデバイスの構築を目的として,
 細胞チップの作製と電気化学的な制癌剤感受性評価を検討した.コラーゲンを支持体とし
 て作製した細胞チップと,走査型電気化学顕微鏡を用いた評価法を組み合わせることで,
 新規な制癌剤感受性試験法を確立した.
 第4章では,簡便にスフェロイドの培養ができ,かつ評価が可能なデバイスの開発を目
 的として,スフェロイドチップの開発と電気化学的な細胞活性評価を検討した.その結果,
 細胞を添加するだけで簡便にスフェロイド培養が可能なチップの作製に成功した.・評価法
 には走査型電気化学顕微鏡を用いることで,従来では困難であったスフェロイドの経時的
 な活性評価が可能iとなった.
 第5章では,細胞外マトリクスに起因する細胞機能発現を評価可能なデバイスの構築を
 目的として,細胞外マトリクス包埋細胞を配列した細胞チップを作製し,電気化学的な細
 胞機能評価を検討した.走査型電気化学顕微鏡を用いることで,細胞の代謝機能を定量的
 に評価可能となり,経時的に代謝機能をモニターすることで,細胞の分化機能を評価可能
 であった.
 第6章では,細胞内シグナル伝達を迅速かつ簡便に評価可能なデバイスの開発を目的と
 して,細胞アレイを用いた遺伝子レポーターシステムの電気化学的評価を検討した.細胞
 チップ基板に測定電極を集積化した新規なデバイスを開発し,遺伝子発現の電気化学的評
 価に成功した.
 第7章は総括であり,論文の第2章から第6章までを要約して示した.
 以上要するに,木論文は,三次元培養細胞を集積化した細胞チップの作製と電気化学計
 測に基づく細胞機能の評価系を確立したものであり,これらの一連の新規基盤技術は細胞
 工学の更なる発展,環境・医工学,バイオチップ開発に寄与することが少なくない.
 よって,本論文は博士(学術)の学位論文として合格と認める。
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